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Endosseous Implant 

The present invention relates to a metallic endosseous 
implant made from titanium or a titanium alloy to be 
applied to a human or animal bone, said implant having a 
5 smooth or rough surface texture, and wherein said surface 
has been treated with at least one selected organic 
compound carrying one or more phosphonic acid group [- 
P (0) (OH) 2 ] or a derivative thereof, preferably as a 
pharmaceutically acceptable salt or ester or amide 
10 thereof. It has been shown that such chemically modified 
surface surprisingly enhances the bone bonding strength. 
Implants according to the present invention may be used as 
prostheses in medicine, more specifically in orthopaedics, 
for replacing or strengthening broken or diseased bones, 
15 and in dentistry, for anchoring artificial teeth and for 
anchoring of bone anchored hearing prosthesis. 

Implants which are used as prostheses in medicine for 
replacing or strengthening broken or diseased bones or as 
artificial teeth are known. These implants must be made of 
20 a non-corrosive material and must . be compatible with the 
surrounding tissue without producing immunologic reactions 
effecting rejection by the body. In the following the 
terms "surface" or "contact surface" refer to the titanium 
or a titanium alloy implant surface not yet treated 
25 according to the present invention and the term "modified 
surface" to the surface treated according to the present 
invention. 

It is known that to implant devices in the form of screws, 
plates, nails, pins, and specially formed parts into the 
30 skeletal structure of humans and animals as artificial 
prosthetic is a means for permanent replacement of missing 
structural parts or as permanent anchoring devices. An 
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excellent "osseointegration" is required for those 
situations where the implanted device should remain 
permanently adhered to the contacting bone surface. 

It is generally known to use titanium metal or titanium 
5 alloys for such implants. When carefully produced, the 
titanium implant with its surface oxide exhibits 
biocompatibility in the sense that it remains passive for 
bone regeneration and does not per se induce adverse 
reactions such as inflammation or soft tissue generation 
10 or encapsulation. The interface obtained between the 
implant and the bone tissue normally consists of a protein 
layer of about 100 nm to 1 pm thickness preventing the 
bone tissue from being in direct molecular contact with 
the implant. 

15 The actual state of the art for endosseous implants is 

based on different approaches, for example (i) the 
creation of a suitable roughness of the implant surface 
giving a mechanical interlocking between bone and implant 
and/or (ii) coating the titanium or titanium alloy surface 
20 of the implant, e.g. with an artificial hydroxyapatite for 
improving the healing process and the bone-implant 
intimate contact. 

It is known that a high surface roughness on titanium 

implants increases the mechanical stability of the implant 
25 in the bone tissue. Mechanical surface treatment 

significantly alters the topography, while the surface 

chemistry remains substantially unchanged. The 
disadvantages of an implant with a high surface roughness 
are that a purely mechanical anchoring is very sensible to 
30 micromotions which may lead to a deterioration of the 
mechanical anchorage and that the osseointegration time of 
the implant is relatively long. 
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Coating the surface of the implant with an artificial 
hydroxyapatite decreases the osseointegration time. 
However, it is very difficult, if not impossible, to 
produce hydroxyapatite coatings with a long term stability 
5 on load bearing implants. The interface between the 
coating and the implant is often disrupted or the coatings 
are flaked off. 

US 5,733,564 suggests to use selected bisphosphonates 
which are known drug substances for the promotion of bone 
10 tissue formation by coating titanium metal surfaces of 
prostheses or implants with these compounds. 

It has now been found that if the surface of a titanium or 
a titanium alloy endosseous implant has been treated with 
at least one selected organic compound as defined herein 
15 below carrying one or more phosphonic acid groups or a 
derivative thereof, preferably an ester, an amide or a 
salt thereof, as defined herein below, said surface shows 
a surprisingly improved bone bonding strength and a 
surprisingly shortened osseointegration time compared to 
20 the non treated surface and does not have the 
disadvantages as known for surfaces having a hydroxy- 
apatite coating. 

The present invention is defined in the claims. The 
present invention specifically refers to an endosseous 
25 implant to be applied to a human or animal bone, wherein 
the surface of the implant is made from titanium or a 
titanium alloy, said implant having a smooth or rough 
surface texture, which is characterized in that said 
surface has been treated with at least one organic 
30 compound corresponding to the general formula (I) 



A-[P(0) (OH) 2 ] 



(I), 
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or a pharmaceutically acceptable derivative thereof, which 
is preferably an ester, an amide or a salt thereof, 
wherein A means Ai or A 2/ and 

Ai is a residue of a linear, branched or cyclic, 
saturated or unsaturated, hydrocarbon residue with n 
carbon atoms, whereby said residue may be substituted by 
hydroxyl and/or carboxyl and optionally further 
interrupted by one or more oxygen and/or sulphur and/or 
nitrogen atoms, carrying p phosphonic acid groups, wherein 
n is a number from 1 to 70, preferably 1 to 40, preferably 
1 to 22, and 

when n is 1 and p is 2: A is -CH 2 -, or 

when n is 1: p is 3 or 4, preferably 3, or 

when n is 2 to 10: p is 2, provided each phosphonic acid 

group or phosphonic acid ester group is bound to a 
different carbon atom within the same molecule; or 

when n is 2 to 10: p is 3, 4, 5 or 6, preferably 3, 4 or 

5, preferably 3 or 4; or 

when n is 11 to 70: p is 2, 3, 4, 5 or 6, preferably 2, 3, 

4 or 5, preferably 2, 3 or 4; 

or A means A 2 and 

A 2 is a residue of an amino acid or of a sequence of 
amino acids resp. of a protein or of a polypeptide, 
preferably a residue of the superfamily of Transforming 
Growth Factor beta (TGF-fl) ; or a residue of a specific 
drug molecule, wherein each residue A 2 carries p 
phosphonic acid groups, and 
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p is 1 to 6, preferably 1, 2, 3 or 4, preferably 1, 2 , or 
3, when A 2 is a residue of an amino acid or of a sequence 
of amino acids resp. of a protein or of a polypeptide; or 

p is 1 or 3-6, preferably 1, when A 2 is a residue of a 
5 specific drug molecule originally not bearing any 

phosphonic group, optionally falling under the definition 
given for Ai . 

The present invention further refers to a process for 
producing the implant according to the present invention 
10 which is characterized in that said surface is treated 
with at least one organic compound of formula (I) or a 
derivative thereof, which is preferably an ester, an amide 
or a' salt thereof. 

It is assumed that the phosphonate compounds as specified 
15 herein, especially as acids or salts, form a covalent bond 
with the surface of the implant thereby improving the 
osseointegration properties of said surface to a 
remarkable and unexpected extent. The present invention 
however is not bound to this explanation. 

20 Ai preferably is a saturated hydrocarbon residue of the 
formula - (C n H 2n+2 -p) -/ wherein n means 1 to 70, preferably 1 
to 40, preferably 1-22. Preferred is the free acid or the 
salt form of the compound of formula (I), preferably where 
the pharmaceutically acceptable salt is an alkali salt, 
25 preferably of sodium or potassium salt. If the pharma- 
ceutically acceptable ester is used, the isopropyl phos- 
phonate or ethyl phosphonate esters are preferred, 
examples of such esters are: tetra isopropyl methylenedi- 
phosphonate, hexaethyl ethane-1, 1, 2-triphosphonate, hexa- 
30 isopropyl butane-1, 1, 4-triphosphonate, hexaisopropyl 
pentane-1, 1, 5- triphosphonate, hexaisopropyl pentane-2, 2, 5- 
triphosphonate, hexaisopropyl hexane-2, 2, 6-triphosphonate, 
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octaisopropyl propane-1, 1, 3, 3-tetraphosphonate, octaiso- 
propyl heptane-1, 4, 4, 7-tetraphosphonate, octaisopropyl 
nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonate. 

The metallic surface of the endosseous implant to be 
5 treated according to the present invention may be made 
from titanium or a titanium alloy as known to be used for 
the production of endosseous implants. Titanium alloys may 
be made from titanium and any other metal known to form an 
alloy with titanium, such as chromium, niobium, tantal um , 
10 vanadium, zirconium, aluminium, cobalt, nickel and/or 
stainless steels. Such titanium metal alloys for making 
implants are known per se and are described for example in 
Breme et al.. Metals as Biomaterials, pp. 1-71 (1998) the 
contents of which are incorporated herein by reference. 

15 Implants according to the present invention may be in the 
form of screws, plates, nails, pins, and specially formed 
parts and may be used as prostheses in medicine, more 
specifically in orthopaedics, for replacing or 

strengthening broken or diseased bones, and in dentistry, 
20 for anchoring artificial teeth and for anchoring of bone 
anchored hearing prosthesis into the skeletal structure of 
humans and animals. The surface area of the implant which 
is to be bound to the body tissue resp. bones, may have a 
smooth or rough surface texture. Such surface textures are 
25 known and can be obtained for example by treating the 
surface mechanically and/or with acids and/or 

electrolytically and/or with a glow-discharge plasma 
and/or plasma spraying and/or or by electro machining. 
Such materials and processes have been described in 
30 different publications, for example in B.-O. Aronsson et 
al., J. Biomed. Mater. Res. 35 (1997), pp. 49f., the 

contents of which are incorporated herein by reference. 
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Examples of compounds of formula (I) wherein A is a 
residue of a saturated hydrocarbon are polyphosphonic 
acids such as methylenediphosphonic acid, ethane- 1, 2-di- 
phosphonic acid, propane-1, 3-diphosphonic acid, propane- 
5 1, 3-diphosphonic acid, ethane-1, 1, 2-triphosphonic acid, 

butane-1, 1, 4-triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5-triphos- 
phonic acid, pentane-2, 2, 5- triphosphonic acid, hexane- 
2, 2, 6- triphosphonic acid, pentane-1,1, 5, 5-tetraphosphonic 
acid, heptane-1, 4, 4, 7-tetraphosphonic acid, propane- 
10 1, 1, 3, 3-tetraphosphonic acid, or nonane-1, 5, 5, 9-tetraphos- 

phonic acid. 

Examples of compounds of formula (I) wherein A is a 

residue of a protein resp. polypeptide in the form of a 
Transforming Growth Factor beta (TGF-B) in which are 
15 included the all members of the superfamily of growth 
factors and particularly the TGF-fl 1, TGF-J52, TGF-fl 3, TGF- 
A4 , and TGF-B5 as described for example in A.B. Roberts, 
M.B. Sporn, Handbook of Experimental Pharmacology, 95 

(1990) pp. 419-472 or D.M. Kingsley, Genes and Development 
20 8 (1994) p. 133-146, and references therein, where the 
peptide chain has been modified to contain an alkylphos- 
phonic acid group or a derivative thereof, which is 

preferably an ester, an amide or a salt thereof. In this 
sense the compound of formula (I) represents a 

25 Transforming Growth Factor beta (TGF-fl) as defined by the 
members of the superfamily of growth factors, preferably 
the TGF-fll, TGF-A2, TGF-A3, TGF-fl 4, and TGF-fl 5, wherein 
each time the peptide chain has been modified to contain 
at least one alkylphosphonic acid group or a derivative 
30 thereof, which is preferably an ester, an amide or a salt 
thereof. 

Examples of compounds of formula (I) wherein A is a 

residue of a Bone Morphogenic Protein (BMP) (being a 
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subfamily to the TGF family) e.g., the BMP-2 (BMP-2a) , 
BMP-3, BMP-4 (BMP-2b) , BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 
(OP-2), BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, as found 

for example in J.M. Wozney et. al.. Science 242 (1988) 

5 1528-1534; A.J. Celeste et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

87 (1990) 9843-9847; E. Ozkaynak et al., J. Biol. Chem. 

267 (1992) 25220-25227 ; Takao et al., Biochem. Biophys. 

Res. Com. 219 (1996) 656-662 ; WO 93/00432 ; WO 94/26893 ; 
WO 94/26892 ; WO 95/16035 and references therein, where 
10 the peptide chain has been modified to contain an 
alkylphosphonic acid group or a derivative thereof, which 
is preferably an ester, an amide or a salt thereof. These 
compounds are incorporated herein by reference. In this 
sense the compound of formula (I) represents a Bone 
15 Morphogenic Protein (BMP) , preferably the BMP-2 (BMP-2a) , 
BMP-3, BMP-4 (BMP- 2b) , BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 
(OP-2), BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, wherein the 
peptide chain has been modified to contain at least one 
alkylphosphonic acid group or a derivative thereof, which 
20 is preferably an ester, an amide or a salt thereof. 

Examples of compounds of formula (I) wherein A is a 
residue of an amino acid are 2-amino-4, 4-bis- (diethoxy- 
phosphoryl) -butyric acid as described for example in 0. 
Fabulet et al.. Phosphorus, Sulphur Silicon and Related 
25 Elements, 101, 225-234 (1995); 2-amino-5- (diethoxy- 

phosphoryl) -pentanoic acid as described for example in 
I.G. Andronova et al., Russ. J. Gen. Chem. 66, 1068-1071 
(1996); 2-amino-4-phosphonobutyric acid as described for 
example in X.Y. Jiao et al., Synth. Commun. 22, 1179-1186 
30 (1992) and references therein. Further examples are all 

the principal twenty amino acids as described for example 
in L. Stryer, Biochemistry, 3rd edition (1988), pp. 17-22, 
where the amino acid is modified in an analogous way with 
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an alkylphosphonic acid group or a derivative thereof, 
which is preferably an ester, an amide or a salt thereof, 
preferably wherein the compound of formula (I) is one of 
the principal twenty amino acids, preferably arginine, 
5 glycine, aspartic acid, alanine, valine, proline, serine, 
threonine, cysteine or lysine, wherein the amino acid has 
been modified to contain at least one alkylphosphonic acid 
group or a derivative thereof, said derivative being 
preferably an ester, an amide or a salt thereof. These 
10 compounds are incorporated herein by reference. 

Examples of compounds of formula (I) wherein A is a 
residue of a peptide comprise but are not limited to RGD- 
containing peptides, RGDS-peptides, GRGDS-peptides, RGDV- 
peptides, RGDE-peptides, and/or RGDT-peptides . Such 
15 peptides are described for example in Y. Hirano, J. 
Biomed. Materials Res., 25 (1991), pp. 1523-1534 or in WO 
98/52619 and references therein. Included within the scope 
of the present invention are also similar peptides known 
to have specific biological activities such as cell 
20 attachment or cell attachment prevention, and which are 
prepared in analogy with the peptides as mentioned above. 
In this sense the compound of formula (I) is a RGD- 
containing peptide, preferably a RGDS -peptide, a GRGDS- 
peptide, a RGDV-peptide, a RGDE-peptide, and/or a RGDT- 
25 peptide, which has been modified to contain at least one 
alkylphosphonic acid group or a derivative thereof, which 
is preferably an ester, an amide or a salt thereof. 

Preferred compounds of formula (I) are those containing a 
residue A 2 as defined above, preferably a residue of an 
30 amino acid pr of a sequence of amino acids resp. of a 
protein or of a polypeptide, preferably a residue of the 
super f ami 1 y of Transforming Growth Factor beta (TGF-fi) , 
preferably a Bone Morphogenic Protein (BMP) . 
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The following steps are recommended to be taken for 
producing the implant according to the present invention, 
i.e. for treating the surface of the implant with at least 
one compound of formula (I) above. The implant is first 
5 cleaned in a cleaning bath for removing unwanted molecules 
resp. impurities from the surface. Preferably the implant 
is first treated with a degreasing agent, for example an 
organic solvent such as alcohol, chloroform, and another 
organic solvent and/or an inorganic detergent such as an 
10 aqueous alkaline solution based on sodium hydroxide or 
potassium hydroxide. Subsequently, the implant is 

carefully rinsed in pure water, preferably in distilled 
ultra-pure water, having preferably a conductivity 
resistance of at least 15 Mohm*cm. After cleaning and 
15 rinsing, the implant is dried with flowing nitrogen gas or 
flowing dry or hot air and stored under controlled 
conditions. Alternatively after degreasing the implant can 
be further treated in a glow-discharge plasma for cleaning 
the surface. The clean surface of the implant is then 
20 treated with at least one compound of formula (I) or an 
ester or a salt thereof, i.e. with at least one such 
compound or a mixture thereof. The compound or the mixture 
of said compounds is brought onto the surface of the 
implant by any suitable means, like brushing, spraying, 
25 dipping or evaporation, including glow-discharge plasma 
assisted vapour deposition. The phosphonic acid compound 
or the ester or the salt thereof is preferably dissolved 
in a polar solvent, so that a solution with a 
concentration of from about 1.0 x 10 -5 mol/10 ml to 5 x 10~ 2 
30 mol/10 ml, preferably from about 5 x 10~ 4 mol/10 ml to 2.0 
x 10~ z mol/10 ml with reference to the weight of the 
solvent is obtained. Preferably the concentration is such 
that a partial or full (1 % to 100%, preferably 50 % to 
100% of a) monomolecular layer is formed on the implant 
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surface. The preferred solvent is pure distilled water. 
The implant is left in contact with the solution for a 
sufficiently long time, preferably for a few minutes up to 
a few hours. After that the implant is carefully rinsed 
5 with pure water and packed with a plastic or metallic 
clean packaging material preferably into an air tight 
packaging which preferably is evacuated or filled with an 
inert gas such as nitrogen or an inert liquid such as pure 
water as defined herein above. Said pure water may contain 
10 inorganic salts, preferably alkali salts, such as alkali 
chlorides, sulfates, phosphates, phosphonates, preferably 
the sodium and/or potassium salts, and/or compounds of the 
formula (I) or an ester or a salt thereof, preferably in a 
concentration of from about 1.0 x 10" 5 mol/10 ml to 5 x 10 2 
15 mol/ 10 ml, preferably from about 5 x 10 -4 mol/ 10 ml to 2.0 
x 10 -2 mol/10 ml of solvent, which preferably is distilled 
water. 

Analytical investigations, e.g. X-ray Photoelectron 
Spectroscopy analysis (XPS) or NMR, have shown that on 
20 contacting the phosphonic acid compound of formula (I) 
with the titanium surface of the implant, immediate ad- 
sorption takes place. A strong bond is formed between the 
surface and the phosphonic acid compound so that a 
chemical surface modification is obtained. Several diffe- 
25 rent alkane polyphosphonic acids as mentioned herein above 
were synthesized. Dental implants produced with these 
compounds according to the present invention have shown 
excellent results. 

The compounds according to the general formula (I), 
30 wherein p is 3 to 6, preferably 3 or 4, and n is 4 to 70, 
preferably 4 to 40, preferably 4 to 22, the salts or 
esters or amides thereof are new. Examples of such 
compounds are butane-1, 1, 4-triphosphonic acid, pentane- 
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1, 1, 5-triphosphonic acid, pentane-2, 2, 5-triphosphonic 
acid, hexane-2, 2, 6-triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5, 5- 
tetraphosphonic . acid, heptane-1, 4, 4, 7-tetraphosphonic 
acid, or nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonic acid. 

5 The compounds hexaisopropyl butane-1, 1, 4-triphosphonate 
and octaisopropyl heptane-1, 4, 4, 7-tetraphosphonate, resp. 
a mixture of these compounds, are obtained in that an 
alkalimetal, preferably sodium, tetra lower alkyl 
methylenediphosphonate, preferably tetraisopropyl 

10 methylenediphosphonate, is reacting with at least a 
stoichiometric amount of a dihalome thane, preferably 
dibromome thane, in the presence of an organic solvent 
having no active hydrogen atoms, preferably dry hexane or 
benzene or toluene. 

15 The reaction is preferably carried out at a temperature 
within the range of 30°C to 125°C, preferably 40°C to 
110°C, until the reaction is completed, which generally is 
within a time period of 10 to 48 hours, preferably 18 to 
36 hours. 

20 To the reaction product is then added the purified product 
of triisopropylphosphite that has been reacted with 
diisopropyl-3-bromopropane. The obtained mixture of 
compounds can then be separated in a conventional manner, 
for example by column chromatography 

25 In an analogous way, by reacting 1, 4-dibromobutane in 
excess molar ratio in the range 1:6 to 1:0.5 with 
triisopropylphosphite, surprisingly the new compounds 
hexaisopropyl pentane-1, 1, 5-triphosphonate and octaiso- 
propyl nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonate are produced. 

30 Further, in an analogous way the hexaisopropyl pentane- 
2, 2, 5-triphosphonate and hexaisopropyl hexane-2, 2, 6- 
triphosphonate were obtained by reacting equal parts of 
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tetraisopropylethane-1, 1-diphosphonate with diisopropyl-3- 
bromopropylphosphonate . 

The process is further characterised by that these 
products are hydrolysed to produce the analogous acids by 
5 refluxing them in molar excess of HC1 for a time comprised 
within 1 to 12 hours, preferably 1 to 6 hours. The 
compounds are then preferably dried under vacuum over P 2 O 5 . 

The following Examples illustrate but do not limit the 
present invention. 

10 Example 1 

Methylenediphosphonic acid was synthesized according to 
US-patent 3,400,176 and B.A. Arbusov, Pure Appl . Chem. 9 
(1967), pp. 307-353 and references therein. The compound 
was characterized by NMR ( 3 H, 31 P, 13 C) , mass spectroscopic 
15 elemental analysis and by its melting point. All these 
data are in accordance with the literature O.T. Quimby et 
al., J. of Organomet. Chem. 13, 199-207 (1968). 

Propane- 1, 1,3, 3-tetraphosphonic acid was synthesized from 
tetraisopropyl methylenediphosphonate. The tetraphosphonic 
20 acidic solution was concentrated under vacuum, dried over 
P 2 0 5 under vacuum. The 3 H, 31 P and 13 C NMR results (D 2 0) are 
in accordance with the given literature data. 

In an analogous manner propane- 1, 3-diphosphonic acid, 
ethane-1, 1, 2-triphosphonic acid, butane-1, 1, 4-triphos- 
25 phonic acid, pentane-1, 1, 5-triphosphonic acid, pentane- 
2, 2, 5-triphosphonic acid, hexane-2, 2, 6-triphosphonic acid, 
pentane-1, 1, 5, 5- tetraphosphonic acid, heptane-1, 4, 4, 7- 

tetraphosphonic acid, or nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonic 
acid, are synthesized. 
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Example 2 

A) A sample made from titanium in the form of a circular 
plate of 14 mm in diameter, having a thickness of 1 mm, is 
produced in a conventional manner. The sample surface is 
5 provided with a smooth surface roughness by mechanical 
polishing with diamond paste according to standard 
procedures. By Atomic force microscopy the surface 
roughness was measured to a S™, value of ca 6 nm over a 
surface area of 400 square microns. 

10 B) The implant as produced in chapter A) above is then 
put into an aqueous solution of (i). methylenediphosphonic 
acid [1,5 x 10~ 3 mol per 10 ml of distilled water], (ii) 
ethane- 1, 1, 2-triphosphonic acid [1.2 x 1 O' 3 mol per 10 ml, 
in distilled water], (iii) propane-1, 1, 3, 3-tetraphosphonic 
15 acid [6.2 x 10~ 4 mol per 10 ml, in distilled water], (iv) 
1-hydroxyethylidenediphosphonic acid [1.4 x 10~ 3 mol per 10 
ml, in distilled water] and left there at room temperature 
for 15 minutes. The implant is then rinsed with pure water 
and dried. 

20 The implant prepared according to the preparations B(i), 

B (ii) , and B(iii) are plated with rat bone building cells, 
osteoblasts. The osteogenesis is measured as (I) the cell 
proliferation and (II) the bone protein synthesis. 
Comparative test results are given for the untreated 
25 implant. The results are given in Table 1 . Analogous 
results are obtained for all the phosphonic acids given 
herein above both on a smooth and on a rough surface. 
Analysis with XPS and ToF-SIMS indicated that a molecular 
(mono) layer was formed on a titanium surface as well as 
30 on a Ti0 2 -surface. 
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Table 1 



Preparation 


Number of cells* 
after 4 days 
(±SEM) 


Total protein 
synthesis* after 
8 days (cpmt x 
10 4 per million 
cells) (±SEM) 


Collagen* after 8 
days (% of total 
protein) (±SEM) 


B (i) 


36108 (±2485) 


94224 (±8357) 


3.18 (±0.17) 


B (ii) 


40773 (±1263) 


104503 (±2863) 


3.19 (±0.10) 


B(iii) 


37290 (±2852) 


92361 (±8237) 


2.30 (±0.29) 


Comparative Test 


32560 (±2485) 


87842 (±3161) 


2.74 (±0.18) 



* the numbers are given as an average value from three measurements 
for each test, t cpm = counts per minute from radio labeled proteins. 

The results illustrate the improved osteogenesis of the 
5 implants according to the present invention compared to 
the non treated implants. 



Example 3 

Example 2 is repeated with the difference that the implant is 
10 treated with ethane-1, 1, 3-triphosphonic acid which has been 
modified by linking the amine terminus of a Glycine molecule 
to one of the phosphonate groups. 

Example 4 



Examples 2 is repeated with the difference that the implant 
15 is treat with ethane-1, 1, 3-triphosphonic acid which is 
modified by linking the amine terminus of a GRGDS cell binding 
polypeptide to one of the phosphonate groups. 
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Example 5 



Examples 2 is repeated with the difference that the compound 
according to formula (I) is ethane-1, 1, 3-triphosphonic acid 
which is modified by linking the amine terminus (Methionine) 
of a human Bone Morphogenic Protein type 2 (BMP-2) to one of 
the phosphonate groups, which gives analogous test results as 
given in Table 1. 
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Claims 

1. Endosseous implant to be applied to a human or animal 
bone, wherein the surface of the implant is made from 
5 titanium or a titanium alloy, said implant, having a 

smooth or rough surface texture, characterized in 
that said surface has been treated with at least one 
organic compound corresponding to the general formula 
(I) : 

10 A- [P (0) (OH) 2 ] p (I)/ 

or a pharmaceutically acceptable derivative thereof, 
which preferably is an ester an amide or a salt 
thereof, wherein A means Ai or A 2 , and 

Ai is a residue of a linear, branched or cyclic, 
15 saturated or unsaturated, hydrocarbon residue with n 

carbon atoms, whereby said residue may be substituted 
by hydroxyl and/or carboxyl and optionally further 
interrupted by one or more oxygen and/or sulphur 
and/or nitrogen atoms, carrying p phosphonic acid 
20 groups, wherein n is a number from 1 to 70, 

preferably 1 to 40, preferably 1 to 22, and 

when n is 1 and p is 2: A is -CH 2 -, or 

when n is 1 : p is 3 or 4, preferably 3, or 

when n is 2 to 10: p is 2, provided each phosphonic 
25 acid group or phosphonic acid ester group is bound to 

a different carbon atom within the same molecule; or 

when n is 2 to 10: p is 3, 4, 5 or 6; preferably 3, 4 
or 5; preferably 3 or 4; or 
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when n is 11 to 70: p is 2, 3, 4 
2, 3, 4 or 5; preferably 2, 3 or 

or A means A 2 and 



5 or 6; preferably 



A 2 

of 



is a residue of an amino acid or of a sequence 
amino acids resp. of a protein or of a 



polypeptide, preferably a residue of the' superfamily 
of Transforming Growth Factor beta (TGF-fi) ; or a 
residue of a specific drug molecule, wherein each 
residue A 2 carries p phosphonic acid groups, and 

p is 1 to 6, preferably 1, 2, 3 or 4, preferably 1, 
2, or 3, when A 2 is a residue of an amino acid or of 
a sequence of amino acids resp. of a protein or of a 
polypeptide; or 

p is 1 or 3-6, preferably 1, when A 2 is a residue of 
a specific drug molecule originally not bearing any 
phosphonate group, optionally falling under the 
definition given for Ai. 

Implant according to claim 1, wherein A x is a 
saturated hydrocarbon residue of the formula -(C n H 2n+2 _ 
p )~, wherein n means 1 to 70, preferably 1 to 40, 
preferably 1 to 22. 

Implant according to claim 1 or 2, wherein the 
pharmaceutically acceptable salt is an alkali salt, 
preferably of sodium or potassium salt. 

Implant according to any one of the claims 1-3, 
wherein the pharmaceutically acceptable ester is an 
alkyl phosphonate, or an ethyl acetate. 

Implant according to any one of the claims 1-4, 
wherein the compound of formula (I) is a 
polyphosphonic acid, preferably selected from 




WO 02/40074 



19 



PCT/EP01/13364 



methylenediphosphonic acid, ethane-1, 2-diphosphonic 
acid, propane- 1, 3-diphosphonic acid, propane-1, 3-di- 
phosphonic acid, ethane-1, 1, 2-triphosphonic acid, 
butane-1, 1, 4-triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5- 
triphosphonic acid, pentane-2, 2, 5-triphosphonic acid, 
hexane-2, 2, 6-triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5, 5- 
tetraphosphonic acid, heptane-1, 4, 4, 7- tetraphosphonic 
acid, propane-1, 1, 3, 3-tetraphosphonic acid, and/or 
nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonic acid or an ester or a 
salt thereof. 

6. Implant according to claim 4, wherein the compound of 

formula (I) is an ester, preferably tetra isopropyl 
methylenediphosphonate, hexaethyl ethane-1, 1, 2-tri- 
phosphonate, hexaisopropyl butane-1, 1, 4-triphos- 
phonate, hexaisopropyl pentane-1, 1, 5-triphosphonate, 
hexaisopropyl pentane-2, 2, 5-triphosphonate, hexaiso- 
propyl hexane-2, 2, 6- triphosphonate, octaisopropyl 
propane-1,1,3, 3-tetraphosphonate, octaisopropyl 

heptane-1,4, 4, 7-tetraphosphonate, octaisopropyl 

nonane- 1, 5, 5, 9-tetraphosphonate. 

7. Implant according to claim 1, wherein the compound of 
formula (I) is a Transforming Growth Factor beta 
(TGF-B) as defined by the members of the super family 
of growth factors, preferably the TGF-B 1, TGF-B2, 
TGF-B3, TGF-B 4, and TGF-B 5, wherein each time the 
peptide chain has been modified to contain at least 
one alkylphosphonic acid group or a derivative 
thereof, which preferably is an ester an amide or a 
salt thereof. 

8. Implant according to claim 1, wherein the compound of 
formula (I) is a Bone Morphogenic Protein (BMP), 
preferably the BMP-2 (BMP-2a) , BMP-3, BMP-4 (BMP- 2b) , 
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9. 

10 10 . 
15 

11 . 

20 

25 12. 

30 13. 



BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 (OP-2), BMP-9, BMP- 
10, BMP-11, BMP- 12, BMP-13, wherein the peptide chain 
has been modified to contain at least one alkyl- 
phosphonic acid group or a derivative thereof, which 
preferably is an ester an amide or a salt thereof. 

Implant according to claim 1, wherein the compound of 
formula (I) is 2-amino-4, 4-bis- (diethoxy-phosphoryl) - 
butyric acid, 2-amino-5- (diethoxy-phosphoryl) -penta- 
noic acid and/or 2-amino-4-phosphonobutyric acid. 

Implant according to claim 1, wherein the compound of 
formula (I) is one of the principal twenty amino 
acids, preferably arginine, glycine, aspartic acid, 
alanine, valine, proline, serine, threonine, 
cysteine, lysine, wherein the amino acid has been 
modified to contain at least one alkylphosphonic acid 
group or a derivative thereof, which preferably is an 
ester an amide or a salt thereof. 

Implant according to claim 1, wherein the compound of 
formula (I) is a RGD-containing peptide, preferably a 
RGDS -peptide, a GRGDS-peptide, a RGDV-peptide, a 
RGDE- peptide, and/or a RGDT-peptide, which has been 
modified to contain at least one alkylphosphonic acid 
group or derivative thereof, which preferably is an 
ester an amide or a salt thereof. 

Process for producing the implant according to any 
one of the claims 1-11, characterized in that said 
surface is treated with at least one organic 
compound of formula (I) or an ester or a salt or a 
mixture thereof. 

Implants according to any one of the claims 1-12 in 
the form of screws, plates, nails, pins, and 
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specially formed parts and may be used as prostheses 
in medicine, more specifically in orthopaedics, for 
replacing or strengthening broken or diseased bones, 
and in dentistry, for anchoring artificial teeth or 
5 for anchoring of bone anchored hearing prosthesis 

into the skeletal structure of humans and animals. 

14. Implant according to claim 13, wherein said implant 
is packed with a plastic or metallic packaging 
material, preferably into an air tight packaging 

10 which optionally is evacuated or filled with an inert 

gas or an inert liquid. 

15. Implant according to claim 14, wherein said packaging 
is filled with pure water containing an inorganic 
salt and/or a compound of the formula (I) or a salt 

15 thereof, preferably in a concentration of from about 

1.0 x 10' 5 mol/10 ml to 5 x 10' 2 mol/10 ml, preferably 
from about 5 x 10" 1 mol/10 ml to 2.0 x 10" 2 mol/10 ml 
of the water. 

16. The compounds according to the general formula (I) 

20 the salts or esters thereof according to any one of 

the claims 1-11, wherein p is 3 to 6, preferably 3 or 
4, and n is 4 to 70, preferably 4 to 40, preferably 4 
to 22. 

17. The compounds according to claim 16, being butane- 

25 1, 1, 4-triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5- triphosphonic 

acid, pentane-2, 2, 5- triphosphonic acid, hexane-2, 2, 6- 
triphosphonic acid, pentane-1, 1, 5, 5-tetraphosphonic 
acid, heptane-1, 4, 4, 7-tetraphosphonic acid, or 
nonane-1, 5, 5, 9-tetraphosphonic acid, a salt or an 
ester or an amide thereof. 



30 
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Process for producing the chemical compound in the 
form of their acid according to claim 17 , 
characterized in that the corresponding ester is 
hydrolysed in the presence of an acid. 
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(54) Title: SURFACE-MODIFIED IMPLANTS 

(54) Bezeichnung: OBERFLACHENMODIFIZIERTE IMPLANTATE 

(57) Abstract: The invention relates to an osteogenic implant with improved osteointegration properties. Said implant consists of 
titanium or a titanium base alloy and has an at least partially roughed-up surface. Said surface, in the hydroxylated state, is at least 
partially coated with a polypeptide, namely a transforming growth factor (TGF) or a systemic hormone, or with a mixture of such 
compounds. 

(57) Zusammenfassung; Osteogenes Implantat mit verbesserten Osteointegrationseigenschaften, wobei dieses Implantat aus Titan- 
metall oder einer Titanbasislegierung besteht und zumindest teilweise eine aufgerauhte Oberflache aufweist, wobei diese Obertlache 
des Implantats im hydroxylierten Zustand mit einem Polypeptide, welches einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein Sys- 
temic Hormone darstellt, oder mit einem Gemisch solcher Verbindungen, mindestens teilweise bclegt wurde. 
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Oberf lachenmodif izierte Implantate 

Die vorliegende Erfindung betrifft oberflachenmodifizierte 
osteogene Implantate, welche zu Einsetzen in Knochen dienen und 
welche erheblich verbesserte Osteointegrationseigenschaf ten auf- 
weisen, sowie Verfahren zu deren Herstellung. 

Implantate, welche zum Einsetzen in Knochen dienen, wie bei- 
spielsweise Hiift- Oder Kniegelenkprothesen oder in den Kiefer 
einzuschraubenden Stifte fur den Aufbau kiinstlicher Zahne, sind 
an sich bekannt . Solche Implantate bestehen vorzugsweise aus Ti- 
tan oder Titanbasislegierungen, wie z.B. Titan/ Zirkonlegierun- 
gen, wobei diese zusatzlich Niob, Tantal oder andere gewebever- 
trdgliche metallische Zusdtze enthalten kdnnen. Zentrale Eigen- 
schaften solcher Implantate sind die Starke der Verankerung im 
Knochen sowie die Zeitspanne, in der die Integration erreicht 
wird. Osteointegration bedeutet demnach die kraftschliissig soli- 
de und dauerhafte Verbindung zwischen Implantatoberf lache und 
Knochengewebe . 

Wie fest das Implantat im Knochen verankert ist, kann mit me- 
chanischen Messungen festgestellt werden, ndmlich durch Messung 
der Kraft, sei es als Zug, Druck, Scherung oder Drehmoment , wel- 
che notig sind, um das im Knochen verankert e Implantat aus sei- 
ner Verankerung herauszuziehen oder herauszudrehen, d.h. einen 
Adhasionsbruch zwischen der Oberfl&che des Implantats und der 
mit dieser verbundenen Knochensubstanz herbeizufiihren . Solche 
Messmethoden sind an sich bekannt und beispielsweise in Brunski, 
Clinical Materials, Vol . 10, 1992, pp. 153-201, beschrieben. 
Messungen haben gezeigt, dass sich Titan-Implantate mit glatter 
Oberf lachenstruktur nur wenig im Knochen verankern, wahrend Im- 
plantate mit aufgerauhter Oberflache einen bezviglich der Zugfe- 
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stigkeit merklich verbesaerten Knochen- Implant at -Verbund erge- 
ben. 

In EP 0 388 575 wird deshalb vorgeschlagen, auf der Implantat- 
oberflache in einem ersten Schritt mittels Sandstrahlen eine Ma~ 
krorauhigkeit aufzubringen und diese anschliessend mittels Be- 
handlung in einem Saurebad mit einer Mikrorauhigkeit zu uberla- 
gern. So kann die Implantatoberflache mittels Sandstrahlen auf- 
gerauht und anschliessend mit einem Aetzmittel, z.B. Fluorwas- 
serstof f saure Oder Chlorwasserstof f sSure/SchwefelsSuregemisch 
behandelt werden. Die so mit einer definierten Rauhigkeit verse - 
hene Oberflache wird dann mit Losungsmitteln und Wasser gerei- 
nigt und einer Sterilisationsbehandlung unterzogen. 

Der chemische Zustand der Oberflache von Titan und Titanbasisle- 
gierungen ist komplex. Es wird davon ausgegangen, dass die Ober- 
flache von Titanmetall in Luft und Wasser spontan oxydiert und 
dass dann an der Oberflache, das heisst in der aussersten Atom- 
schicht des Oxids, eine Reaktion mit Wasser stattfindet, wobei 
Hydroxylgruppen gebildet werden. Diese, Hydroxylgruppen enthal- 
tende, Oberflache wird in der Literatur als "hydroxylierte" 
Oberflache bezeichnet. Siehe H.P. Boehm, Acidic and Basic Prop- 
erties of Hydroxylated Metal Oxide Surfaces, Discussions Faraday 
Society, Vol . 52, 1971, pp. 264-275. 

Es wurde nun gefunden, dass eine hydroxylierte Oberflache von an 
der Oberflache oxydiertem Titanmetall oder oxydierter Titanba- 
sislegierung biologisch wirksame Eigenschaften aufweist, da der 
metallische Fremdkorper sich mit dem Knochengewebe kraftschlus- 
sig verbindet, das heisst osteointegriert . Es hat sich tiberra- 
schenderweise gezeigt, dass eine solche hydroxylierte und biolo- 
gisch wirksame Oberflache ihre Wirksamkeit iiber eine langere 
Zeitspanne behalt und erheblich schneller mit der Knochensub- 
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stanz zu einem starken Verbund zusammen wachst, als eine gleiche 
nicht erfindungsgemdss behandelte und iiblicherweise an der Luft 
getrocknete Oberflache, wenn diese hydroxylierte Oberflache mit 
einem Polypeptide, welches (i) einen Transforming Growth Factor 
(TGF) , beispielsweise einen Transforming Growth Factor beta 
(TGF-li) oder ein Osteogenic Growth Peptide (OGP) , oder (ii) ein 
Systemic Hormone darstellt, oder mit einem Gemisch solcher Ver- 
bindungen, behandelt wurde, bzw. diese hydroxylierte Oberflache 
mit einer solchen Verbindung oder einem Gemisch solcher Verbin- 
dungen mindestens teilweise belegt wurde. Derart wird ein osteo- 
genes Implantat mit verbesserten Osteointegrationseigenschaf ten, 
insbesondere auch mit einer beschleunigten Verankerungsreaktion, 
erhalten, wobei die biologische Wirksamkeit der erfindungsgemass 
behandelten hydroxyl ier ten implantatoberflachen weitgehend un- 
verSndert bis zum Einsetzen des Implantats erhalten bleibt. 

Die vorliegende Erf indung ist in den Patentanspruchen definiert. 
Die Erfindung betrifft ein osteogenes Implantat aus einem bio- 
kompatiblen Werkstoff, wobei die Oberflache mit einem Polypep- 
tid, ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth Factors 
(TGF) und Systemic Hormons oder einem Gemisch solcher Verbindun- 
gen, zumindest teilweise belegt ist. Insbesondere betrifft die 
vorliegende Erfindung ein oberflachenmodif iziertes osteogenes ■ 
Implantat mit verbesserten Osteointegrationseigenschaf ten bzw. 
mit verbesserter Osteointegration, wobei dieses Implantat aus 
Titanmetall, einer Titanbasislegierung, einem keramischen Werk- 
stoff, insbesondere einer Oxidkeramik besteht und vorzugsweise 
zumindest teilweise eine aufgerauhte Oberflache aufweist, welche 
Oberflache mit einem Polypeptid, welches einen Transforming 
Growth Factor (TGF) oder ein Systemic Hormon darstellt, oder mit 
einem Gemisch solcher Verbindungen, behandelt wurde, bzw. diese 
hydroxylierte Oberflache mit einer solchen Verbindung oder einem 
Gemisch solcher Verbindungen mindestens teilweise belegt wurde. 




WO 03/059407 



PCT/CH03/000 1 3 



4 



Unter der Bezeichnung Transforming Growth Factor (TGF) sind ins- 
besondere die Gruppe (Subgruppe) der (i) Transforming Growth 
Factors beta (TGF-JJ) sowie die Gruppe (Subgruppe) der (ii) Bone 
Morphogenic Proteine (BMP) zu verstehen. Bone Morphogenic Pro- 
teine (BMP) sind beispielsweise Osteonectin, Bone Sialoprotein 
(BSP) , Osteopontin, Osteocalcin, Osteostatin, Osteogenie, und 
Osteo Growth Peptide (OGP) . 

Vorzugsweise wird diese Oberflache in einer gas- und fliissig- 
keitsdichten Umhullung und in einer gegeniiber der Implantanto- 
berf lache inerten Atmosphere verschlossen aufbewahrt, das 
heisst, dass sich im Innern der Umhullung keine Verbindungen be- 
finden, welche die biologische Wirksamkeit der Implantatoberf 1S- 
che beeintrachtigen kbnnen. 

Vorzugsweise ist das Innere der Umhiillung mit gegeniiber der Im- 
plantatoberf lache inerten Gasen, wie z.B. Sauerstoff, Stick- 
stoff, Edelgase oder einem Gemisch solcher Gase, befiillt. Das 
Innere der Umhullung kann aber auch mindestens teilweise mit 
reinem Wasser, welches gegebenenfalls Zusatzstoffe enthalt, be- 
fiillt sein, wobei mindestens eine solche Menge Wasser anwesend 
ist, dass die Benetzung der aufgerauhten Implantatoberf lache ge- 
wahrleistet ist. Das Restvolumen innerhalb der Umhullung kann 
mit gegeniiber der Implantatoberf lache inerten Gasen, wie z.B. 
Sauerstoff, Stickstoff, Edelgase oder einem Gemisch solcher Gase 
befiillt sein. 

Vorzugsweise enthalt das im Inneren der Umhullung anwesende rei- 
ne Wasser als Zusatzstoff bzw. Zusatzstoffe mindestens ein Poly- 
peptid, welches einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein 
Systemic Hormon darstellt, oder ein Gemisch solcher Verbindun- 
gen, das heisst mindestens eine Verbindung, welche erfindungsge- 
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mass zur Behandlung und mindestens teilweiser Belegung der Im- 
plantatoberflache verwendet wird. 

Die vorliegende Erf indung betrifft auch Verfahren zur Herstel- 
lung der erfindungsgemdssen Implantate sowie die erf indungsge- 
mass hergestellten Implantate. 

Vorzugsweise bestehen die erfindungsgemassen Implantate aus ei-' 
ner Titanbasislegierung, vorzugsweise aus einer Titan/ Zirkonle- 
gierung, wobei diese zusatzlich Niob, Tantal oder andere gewebe- 
vertrdgliche metallische Zusdtze enthalten konnen. Auch kerami- 
sche Werkstoffe, insbesondere Oxidkeramiken, besonders vorzugs- 
weise auf Zirkoniumoxid basierende Keramiken kbnnen verwendet 
werden. Solche Implantate, deren Beschaffenheit und die fur de- 
ren Herstellung verwendeten me'tallischen Materialien sind an 
sich bekannt und beispielsweise in J. Black, G. Hastings, Hand- 
book of Biomaterials Properties, Seiten 135-200, Verlag Chapman 
& Hall, London, 1998, beschrieben. Keramische Materialien sind 
beispielsweise in US 6,165,925 beschrieben. Besonders vorteil- 
haft lasst sich die Erf indung fur Dental implantate, also in den 
Kiefer einzuschraubende Stifte ftir den Aufbau ktinstlicher Zdhne 
einsetzen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zum 
Einbringen eines osteogenen Implantats von wenigstens teilweise 
zylindrischer Form in eine Kavitat eines Kieferknochens, wobei 
die Knochenoberf lache im Bereich der Kavitat mit einem Polypep- 
tid, ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth Factors 
(TGF) und Systemic Hormons oder einem Gemisch solcher Verbindun- 
gen, zumindest teilweise in Kontakt gebracht wird. Dies kann 
beispielsweise durch Verwendung eines Hydrogels, welches ein Po- 
lypeptid, ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth Fac- 
tors (TGF) und Systemic Hormons oder ein Gemisch solcher Verbin- 
dungen beinhaltet, bewirkt werden. Ein derartiges Hydrogel kann 
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beispielsweise auf das Implantat und/oder in die Kavitat des 
Kieferknochens aufgetragen werden, insbesondere zusatzlich zur 
geschilderten Oberflachenbehandlung des Implantats. Hierdurch 
kann eine weiter verbesserte Osteointegration bewirkt werden. 

Untersuchungen haben gezeigt, dass die geniigende Verankerung ei- 
nes Implantats im Knochen in hohem Mass von der Oberflachenbe- 
sehaffenheit des Implantats, insbesondere von der Rauhigkeit, 
abhangt. GemSss der vorliegenden Erf indung wird die biologische 
Wirksamkeit der erfindungsgemass behandelten Oberflache zur im 
wesentlichen physikalischen Wirkung der Oberfl&chenrauhigkeit 
synergistisch hinzugefugt, woraus eine erhebliche Verbesserung 
der Osteointegration resultiert. Das erf indungsgemSsse Zahn- 
implantat weist vorzugsweise eine Makrorauhigkeit , wie z.B. ein 
Schraubengewinde oder Vertiefungen in der Oberflache auf, welche 
z.B. durch mechanische Bearbeitung und Strukturierung, Kugel- 
strahlen oder Sandstrahlen erhalten werden kann. Zusatzlich 
weist diese aufgerauhte Oberflache vorzugsweise eine uberlagerte 
Mikrorauhigkeit auf, wobei diese Mikrorauhigkeit vorzugsweise 
durch chemische Atzung der Oberflache oder mittels elektro- 
chemischer (elektrolytischer) Behandlung oder durch eine Kombi- 
nation dieser Verfahren hergestellt wird. Dabei erhait man eine 
hydroxylierte und gleichzeitig auch hydrophile Oberflache. Diese 
hydroxylierte Oberflache wird erfindungsgemass mit einem Poly- 
peptid, welches einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein 
Systemic Hormon darstellt, oder mit einem Gemisch solcher Ver- 
bindungen, behandelt, bzw. diese hydroxylierte Oberflache wird 
mit einer solchen Verbindung oder einem Gemisch solcher Verbin- 
dungen mindestens teilweise belegt . 



Die hydroxylierte Oberflache kann beispielsweise hergestellt 
werden, indem man die Oberflache mit der gewiinschten Rauhigkeit 
bzw. Textur versieht, insbesondere indem man zuerst die Implan- 
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tat oberflache kugelstrahlt , sandstrahlt und/oder unter Verwen- 
dung von Plasmatechnik aufrauht, und anschliessend die mecha- 
nisch aufgerauhte Oberflache mit einem elektrolytischen Oder 
chemischen Prozess behandelt, bis eine hydroxylierte und hydro- 
phile Oberflache entstanden ist. Vorzugsweise atzt man das Im- 
plantat mit einer anorganischen Saure Oder einem Gemisch anorga- 
nischer Sauren, vorzugsweise mit Fluorwasserstoff saure, Chlor- 
wasserstoff saure, Schwefelsaure, Salpetersaure oder einem Ge- 
misch solcher Sauren oder aber die Oberflache wird mit Chlorwas- 
serstoff saure, Wasserstof fperoxid und Wasser im Gewichtsverhalt ~ 
nis von etwa 1:1:5, aktiviert . 



Vorzugsweise geht man so vor, dass man 

- das Implantat kugelstrahlt und anschliessend mit verdvinnter 
Fluorwassserstoff saure bei Raumtemperatur atzt und mit reinem 
destilliertem und C0 2 -freiem Wasser wascht; oder 

- das Implantat sandstrahlt, z.B. mit Aluminiumoxid Partikeln 
mit einer durchschnittlichen Korngrdsse von 0.1-0.25 mm oder 
0.25-0.5 mm und anschliessend mit einem Chlorwasserstof f sau- 
re/Schwefelsduregemisch bei erhohter Temperatur behandelt und 
mit reinem destilliertem und C0 2 -freiem Wasser wascht; oder 

- das Implantat mit grobem Korn sandstrahlt, z.B. mit einem 
Korngemisch wie vorgSngig definiert, und anschliessend mit ei- 
nem Chlorwasserstof fsSure/Salpetersduregemisch behandelt und 
mit reinem destilliertem und C0 2 -freiem Wasser wascht; oder 

- das Implantat mit einem Gemisch von Chlorwasserstof f , Wasser- 
stof fperoxid und Wasser im Gewichtsverhaltnis von etwa 1:1:5 
behandelt und mit reinem destilliertem und C0 2 -freiem Wasser 
wascht; oder 
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- das Implantat mittels der Verwendung von Plasmatechnik auf- 
rauht und anschliessend in einem Gemisch von Chlorwasserstof f , 
Wasserstof fperoxid und Wasser im Gewichtsverhaitnis von etwa 
1:1:5 hydroxyliert und mit reinem destilliertem und C0 2 -freiem 
Wasser wSscht; oder 

- das Implantat in einem elektrolytischen Verfahren behandelt, 
wobei die Oberflache gegebenenfalls vorgangig mechanisch auf- 
gerauht wurde, und anschliessend mit reinem destilliertem und 
C02~freiem Wasser wascht. 

In alien Fallen wird das Implantat bzw. dessen hydroxylierte 
Oberflache erfindungsgemass direkt mit einem Polypeptid, welches 
einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein Systemic Hormon 
darstellt, oder mit einem Gemisch solcher Verbindungen, behan- 
delt. Insbesondere wird das Implantat bzw. dessen hydroxylierte 
Oberflache nicht mit Alkohol, Aceton oder einem anderen organi- 
schen Lbsungsmittel oder einem Desinfektionsmittel behandelt 
oder der Atmosphare oder gasfbrmigen Substanzen, wie z.B. Koh- 
lenwasserstoffen, ausgesetzt, welche gegenUber der hydroxy- 
lierten und hydrophilen Oberflache nicht inert sind, und z.B. 
die hydrophile Oberflacheneigenschaft vermindern oder zerstoren 
wiirden. Das im Verfahren verwendete "reine" Wasser enthalt weder 
Kohlendioxid noch Dampfe von Kohlenwasserstof fen sowie keine Al- 
kohole, wie Methanol oder Ethanol, und kein Aceton oder verwand- 
te Ketone. Es kann aber spezielle Zusatzstoffe enthalten, wie 
dies im weiteren beschrieben ist. 

Das zum Waschen verwendete "reine" Wasser ist vorzugsweise mehr- 
fach destilliertes oder via inverse Osmose hergestelltes Wasser, 
welches vorzugsweise in inerter Atmosphare, das heisst z.B. un- 
ter erniedrigtem Druck, in Stickstoff- oder Edelgasatmosphare 
hergestellt wurde. Insbesondere hat das reine Wasser eine elek- 
trischen Widerstand von mindestens 2 Mohmcm (elektrischer Wider- 
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stand >2 Mohmcm) und einen Gesamtgehalt an organischem Kohlen- 
stoff (total organic carbon, TOC) von hochstens 10 ppb (<10 ppb) 

Anschliessend an den Waschprozess wird das erhaltene Implant at 
vorzugsweise in reinera Wasser, welches gegebenenfalls Zusatz- 
stoffe enthalten kann, aufbewahrt. Vorzugsweise wird das erhal- 
tene Implantat in einer geschlossenen Umhiillung, welche mit ei~ 
nem gegenUber der Implantatoberflache inerten Gas, beispielswei- 
se Stickstoff, Sauerstoff oder Edelgas, wie z.B. Argon, befiillt 
ist und/oder in reinem Wasser, welches gegebenenfalls Zusatz- 
stoffe enthalt, bis zur weiteren erfindungsgemassen Bearbeitung 
aufbewahrt. Vorzugsweise ist die Umhiillung fiir Gase und Fliissig- 
keiten praktisch undurchlhssig. 

Erfindungsgemass wird das Implantat, welches eine hydroxylierte 
Oberf lSche aufweist bzw. die hydroxylierte Oberflache des Im- 
plantats, im hydroxyl iertem Zustand mit einem Polypeptid, wel- 
ches einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein Systemic 
Hormon darstellt, oder mit einem Gemisch solcher Verbindungen, 
behandelt und mit einer solchen Verbindung oder einem Gemisch 
solcher Verbindungen zumindest teilweise belegt . 

Unter der Bezeichnung Transforming Growth Factor (TGF) sind, wie 
bereits erwahnt, insbesondere die Gruppe der (i) Transforming 
Growth Factors beta (TGF-B) sowie die Gruppe der (ii) Bone 
Morphogenic Proteine (BMP) zu verstehen. Bone Morphogenic Pro- 
teine sind beispielsweise Osteonectin, Bone Sialoprotein (BSP) , 
Osteopontin, Osteocalcin, Osteostatin, Osteogenie, und Osteo 
Growth Peptide (OGP) . 

Beispiele fiir Proteine bzw. Polypeptide aus der Gruppe von 
Transforming Growth Factor beta (TGF— ii ) sind beispielsweise die 
Faktoren TGF-fil, TGF-/J2, TGF-U3, TGF-B4 , und TGF-IJ5, welche z.B. 
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in A. B . Roberts, M.B. Sporn, Handbook of Experimental Pharma- 
cology, 95 (1990), Seiten 419-472 oder in D.M. Kingsley, Genes 
and Development 8 (1994) , Seiten 133-146, sowie den dort ange- 
gebenen Zitaten, beschrieben sind. Diese Verbindungen sind hier 
durch Verweis mit eingeschlossen (incorporated herein by refe- 
rence) . 

Beispiele aus der Gruppe der Bone Morphogenic Proteine (BMP) 
sirid die Proteine BMP-2 (BMP-2a) , BMP-3, BMP-4 (BMP-2b) , BMP-5, 
BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 (OP-2), BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP- 
12, BMP- 13, welche z.B. in J.M. Wozney et.al., Science 242 
(1988), Seiten 1528-1534; A.J. Celeste et al . , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 87 (1990), Seiten 9843-9847; E. Ozkaynak et al., J. 

Biol. Chem. 267 (1992), Seiten 25220-25227 ; Takao et al . , Bio- 
chem. Biophys. Res. Com. 219 (1996), Seien 656-662 ; WO 
93/00432 ; WO 94/26893 ; WO 94/26892 ; WO 95/16035 und den dort 
angegebenen Zitaten beschrieben sind. Diese Verbindungen sind 
hier durch Verweis mit eingeschlossen (incorporated herein by 
reference) . 

Beispiele ftir Osteocalcine sind: 

Osteocalcin (7-19) (human) : H-Gly-Ala-Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-Asp- 
Pro-Leu-Glu-Pro-Arg-OH; 

Osteocalcin (37-49) (human) : H-Gly-Phe-Gln-Glu-Ala-Tyr-Arg-Arg- 
Phe-Tyr-Gly-Pro-Val-OH; 

(Tyr 38 , Phe 42 ' 46 ) Osteocalcin (38-49) : H-Tyr-Gln-Glu-Ala-Phe-Arg-Arg- 
Phe-Gly-Pro-Val-OH 

Osteocalcin (1-49) (human) : H-Tyr-Leu-Tyr-Gln-Trp-Leu-Gly-Ala- 
Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-Asp-Pro-Leu-Gla-Pro-Arg-Arg-Gla-Val-Cys-Gla- 
Leu-Asn- Pro -Asp -Cys-Asp-Glu-Leu-Ala-Asp-His- I le-Gly- Phe -Gln-Gln- 
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Ala-Tyr-Arg-Arg-Phe-Tyr-Gly-Pro~Val-OH (Gla = gamma -Carboxy-L- 
glutamyl) 

Osteogenic Growth Peptide (OGP) sind bekannt . Ein solches Pepti- 
de mit 14 Aminosauren entspricht beispielsweise der Formel : H- 
Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-OH . 

Systemic Hormones sind an sich bekannt und konnen in der an sich 
bekannten Form verwendet werden. Systemic Hormones sind bei- 
spielsweise die als l,25-(OH) 2 D 3 Oder als la, 1, 25 (OH) 2 D 3 oder als 
24 , 25- (OH) 2 D 3 bezeichneten Verbindungen . Solche Systemic Hormones 
sind beispielsweise in Boyan B.D. et al . , Journal of Biological 
Chemistry, 264 , Seiten 11879-11888 (1989) beschrieben. Die dort 
erwahnen Systemic Hormones sind durch Verweis hierin mit einge- 
schlossen (incorporated herewith by reference) . 

Von den Polypeptiden, welche einen Transforming Growth Factor 
(TGF) oder ein Systemic Hormon darstellen, sind diejenigen be- 
vorzugt, welche mindestens einen Rest einer Aminosaure mit einem 
heterocyclischen Ring enthalten, wie beispielsweise den Rest von 
Prolin (Pro) , Hydroxyprolin (Hypro) , Tryptophan (Try) oder Hi- 
stidin (His) . 

Methoden zur Charakterisierung und Analyse von MetalloberflSchen 
sind an sich bekannt. Diese Methoden konnen auch fur die Messung 
und Kontrolle bzw. Oberwachung der Belegungsdichte verwendet 
werden. Derartige an sich bekannte Analysenmethoden sind bei- 
spielsweise Inf rarot-Spektroskopie, Laser-Desorption-Massen- 
Spektroskopie (LDMS) , Rontgenstrahlen angeregte Photoelektronen- 
spektroskopie (XPS) , Matrix-Assisted-Laser-Desorption-Ion-Mass- 
Spektrospkopie (MALDI) , Time-of-Flight-Sekundar-Ionen-Massen- 
Spektroskopie (TOFSIMS) , Elektronen und Ionen Mikroanalyse , Op- 
tical Waveguide Lightmode Spectroscopy (OWLS) oder X-Ray Photo- 
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electron Diffraction (XPD) verwenden. Damit konnen beispiels- 
weise die auf der Metalloberflache verfiigbaren Titanatome bzw. 
Hydroxylgruppen gemessen werden. In der Regel ergeben die auf 
der Metalloberflache verfiigbaren Metallatome bzw. Hydroxyl- 
gruppen die maximale Belegungsdichte der Oberflache mit einer 
monomolekularen Schicht ( "monolayer" ) . Mittels der angegebenen 
an sich bekannten Analysenmethoden kann die Konzentration und 
die Dicke der monomolekularen Schicht, welche insbesondere ab- 
hangig ist von der chemischen Zusammenset zung der Metalloberfla- 
che, deren Vorbehandlung und der chemisorbierten Verbindung, ge- 
messen werden. So weist beispielsweise Titanoxid etwa vier bis 
fiinf reaktive, sauer oder basisch reagierende, Gruppen pro nm 2 
Oberflache auf. Dies bedeutet, dass die Oberflache von Titanoxid 
mit etwa vier Molekulen einer Aminosaure oder Polyaminoshure pro 
nm 2 Oberflache belegt werden kann. ErfindungsgemSss ist es bevor- 
zugt, dass nur etwa 5% - 70%, bezogen auf die maximale Belegung 
der Metalloberflache mit einer monomolekularen Schicht der ange- 
gebenen Verbindung belegt wird. Insbesondere bevorzugt ist er- 
findungsgemass eine Belegung von etwa 8% - 50% und insbesondere 
von etwa 8% - 20%, bezogen auf die maximale Belegung der Metall- 
oberflache mit einer monomolekularen Schicht. In diesem Sinne 
bleibt die Metalloberflache durch die verbleibenden " freien" Hy- 
droxylgruppen weiterhin zumindest teilweise hydroxyliert , so 
dass eine Kombination beider Effekte ein Implantat mit sehr gu- 
ten Osteointegrationseigenschaf ten ergibt . 

Das Polypeptid, welches ein Osteogenic Growth Peptide (OGP) oder 
einen Transforming Growth Factor (TGF) oder ein Osteocalcin dar- 
stellt, oder das Gemisch dieser Verbindungen, bringt man auf die 
hydroxyl ierte Oberflache des Implantat s in einer geeigneten Me- 
thode auf, beispielsweise aus wassriger Losung oder aus einem 
organischen Losungsmittel oder auch mittels Bespriihen mit der 
reinen Verbindung oder dem reinen Verbindungsgemisch. Die Ver- 
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bindung wird so von der hydroxyl ier ten Oberflache adsorbiert und 
gebunden. Gebunden bedeutet hier, dass sie durch Spulen mit Was- 
ser nicht ohne weiteres entfernt werden kann. Dabei genugt es, 
die Verbindung in wdsseriger Oder organischer Losung in sehr ge- 
ringer Konzentration, je nach Verbindung in einerKonzentration 
in der Grossenordnung von 0.01 pMol/1 (Mikromol pro Liter) oder 
hoher, zum Beispiel 0.01 pMol/1 bis etwa 100 pMol/1, vorzugswei- 
se 0.1 pMol/1 bis etwa 10 pMol/1, vorzugsweise etwa 1 pMol/1, 
mit der hydroxyl ierten MetalloberflSche in Kontakt zu bringen, 
um die gewUnschte Belegung zu herzustellen. Diese Konzentrati- 
onsgrenzen sind aber nicht kritisch. Die erreichte Belegungs- 
dichte der Oberflache mit den genannten Verbindungen wird insbe- 
sondere von deren Konzentration im fliissigen Trager, der Kon- 
takt zeit und der Kontakttemperatur, und den verwendeten Saure- 
werten (pH-Werten) bestimmt. 

In diesem Sinn betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Ver- 
fahren zur Herstellung eines erfindungsgemassen Implantats, in- 
dem man die Implantatoberflfiche kugelstrahlt, sandstrahlt 
und/oder unter Verwendung von Plasmatechnik aufrauht, dadurch 
gekennzeichnet, dass man anschliessend 

(i) die mechanisch oder plasmatechnisch aufgerauhte Ober- 
flache mit einem elektrolytischen oder chemischen Atz- 
verfahren behandelt bis eine hydroxylierte Oberflache 
entstanden ist, vorzugsweise mit einer anorganischen Sau- 
re oder einem Gemisch anorganischer Sauren, vorzugsweise 
mit Fluorwasserstof f saure, Chlorwasserstoffsaure, Schwe- 
felsaure, Salpetersaure, oder einem Gemisch solcher Sau- 
ren, oder Chlorwasserstoff , Wasserstof fperoxid und Wasser 
im Gewichtsverhaltnis von etwa 1:1:5; und 

(ii) die Oberflache mit einem Polypeptid, welches ein Osteoge- 
nic Growth Peptide (OGP) oder einen Transforming Growth 
Factor (TGF) oder ein Osteocalcin darstellt, oder mit ei- 
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nem Gemisch solcher Verbindungen, behandelt und minde- 

stens teilweise belegt. 

Die Belegung der hydroxylierten Metalloberflache mit der genann- 
ten Verbindung, oder mit dem genannten Verbindungsgemisch, kann 
mit einer Chemisorption bzw. mit einer chemischen Anbindung er- 
kl&rt werden. Das bedeutet, dass eine reaktive Gruppe der zuge- 
gebenen Verbindung mit der sich an der Metalloberflache be- 
findenden Hydroxylgruppe eine Kondensationsreaktion, beispiels- 
weise gemass der Formel: 

=TiOH + -CH 2 C(0)0H sTi0C(0)CH 2 - + H 2 0 eingeht, wobei =Ti- ein 
Metallion an der Metalloberflache bedeutet. Man kann der Ober- 
flache in Abhangigkeit des Sdurewertes des die Oberflache umge- 
benden Elektrolyten einen amphoteren Charakter zuschreiben, wo- 
bei eine Wechselwirkung zwischen der Saure im Elektrolyt und dem 
basisch reagierenden Hydroxyl auf der Oxidoberf lache bzw. dem 
Anion im Elektrolyt und dem sauer reagierenden Hydroxyl des 
Oxids besteht. Zur Erkldrung der Oberfldchenreaktionen kbnnen 
die Bildung von kovalenten Bindungen, elektrostatische Effekte 
und/oder die Bildung von Wasserstof fbrttcken herangezogen werden. 
Die vorliegende Erfindung ist aber nicht an diese ErklSrungen 
gebunden. Entscheidend ist die Tatsache, dass die hier beschrie- 
bene Oberflachenbehandlung die biologische Wirksamkeit der hy- 
droxylierten Oberflache bewahrt und verbessert. 

Urn das Polypeptid an die Metalloberflache anzubinden, geht man 
vorzugsweise so vor, dass man die Verbindung aus wassriger Oder 
organischer Lbsung, vorzugsweise aus wassriger Losung, durch Be- 
netzen, oder mittels Bespriihen mit der reinen Verbindung, auf 
die Oberflache aufbringt. Gegebenenfalls erhitzt man auf eine 
Temperatur von etwa 40°C bis 70°C, gegebenenfalls unter Druck. 
Ebenso kann mit UV-Strahlung die Anbindung der Verbindung an die 
Oberflache gefordert werden. Eine weitere Methode besteht darin, 
dass man die Verbindung, je nach der Art der Verbindung, aus 
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wassriger saurer Oder basischer Losung auf die Oberflache auf- 
bringt. Die Ldsung weist in diesem Fall vorzugsweise einen 
Saurewert (pH-Wert) von zwischen 2 und 4 oder zwischen 8 und 11 
auf. Anschliessend kann das Implantat, gegebenenfalls mit UV- 
Strahlung behandelt werden. 

Vorzugsweise ist das erfindungsgemasse Implantat, mindestens je- 
doch dessen erfindungsgemass belegte Oberflache, in einer gas- 
und f liissigkeitsdichten Umhiillung verschlossen, wobei sich im 
Innern der Umhiillung keine Verbindungen befinden, welche die 
biologische Wirksamkeit der Implantatoberf lache beeintrachtigen 
kbnnen, das heisst, gegeniiber der ImplantatoberflSche inert 
sind. Diese gas- und fliissigkeitsdichte Umhiillung ist vorzugs- 
weise eine verschweisste Ampulle aus Glas, Metall, einem synthe- 
tischen Polymeren oder einem anderen gas- und f liissigkeitsdich- 
ten Material oder einer Kombination dieser Materialien dar- 
stellt. Das Metall liegt vorzugsweise als dtinne Metallfolie vor, 
wobei polymere Materialien und metallische Folien, aber auch 
Glas, in an sich bekannter Weise miteinander zu einer geeigneten 
Verpackung kombiniert werden kdnnen. 

Vorzugsweise weist das Innere der Umhiillung eine inerte Atmos- 
phare auf und ist mit einem inerten Gas und/oder mindestens 
teilweise mit reinem Wasser, welches gegebenenfalls Zusatzstoffe 
enthalt, befiillt. Ein geeigneter Zusatzstoff, welcher dem reinem 
Wasser erfindungsgemass fiir die verbesserte Lagerung des Implan- 
tats zugesetzt werden kann, ist insbesondere ein Polypeptid, 
welches ein Osteogenic Growth Peptide (OGP) oder einen Transfor- 
ming Growth Factor (TGF) oder ein Osteocalcin darstellt oder ein 
Gemisch solcher Verbindungen, und insbesondere dieselbe Verbin- 
dung oder dasselbe Verbindungsgemisch, womit die Implantatober- 
flache belegt worden ist. Dabei enthalt das reine Wasser die ge- 
nannte Verbindung oder das Verbindungsgemisch vorzugsweise in 
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einer Konzentration im Bereich von etwa 0.01 pMol/1 bis 100 
p.Mol/1 (Mikromol pro Liter), vorzugsweise etwa 0.1 pMol/1 bis 10 
pMol/1 und vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 1 
pMol/1 . 

Weitere geeignete Zusatze, welche dem reinem Wasser erfindungs- 
gemass zugesetzt werden konnen, sind einwertige Alkalikationen, 
wie Na + oder K + , oder ein Gemisch von Na + und K + , mit entsprechen- 
den Anionen in Form anorganischer Salze, wie z.B. Natrium- 
chlorid, Kaliumchlorid, Natrium- oder Kaliumchlorat , Natrium- 
oder Kaliumnitrat , Natrium- oder Kaliumphosphat oder ein Gemisch 
solcher Salze. Ebenso konnen auch zweiwertige Kationen in Form 
von wasserloslichen anorganischen Salzen zugesetzt werden. Ge- 
eignete Kationen sind insbesondere Mg +2 , Ca +Z , Sr +Z und/oder Mn +Z 
in Form der Chloride, Chlorate', Nitrate oder deren Gemische. Ge- 
eignete anorganische Anionen sind auch Phosphat- und Phosphona- 
tanionen, wobei darunter jeweils auch Monoorthophosphat -Anionen 
und Diorthophosphat -Anionen bzw. Monoorthophosphonat -Anionen und 
Diorthophosphonat -Anionen zu verstehen sind, in Kombination mit 
den genannten Kationen. Solche in einer Ampulle verschlossene 
Implantate konnen in klinischen Anwendung direkt ohne weitere 
Behandlung verwendet werden. 

Bevorzugt sind solche anorganische Kationen und Anionen, welche 
bereits in der Kbrperfltissigkeit vorkommen, insbesondere in der 
jeweiligen physiologischen Konzentration und bei einem physiolo- 
gischen SSurewert im Bereich von vorzugsweise 4 bis 9 und vor- 
zugsweise bei einem Saurewert im Bereich von 6 bis 8. Bevorzugte 
Kationen sind Na + , K + , Mg +Z und Ca +Z . Das bevorzugte Anion ist Cl". 
Bevorzugt liegt die Gesamtmenge der genannten Kationen bzw. 
Anionen jeweils im Bereich von etwa 50 mEq/1 bis 250 mEq/1, vor- 
zugsweise etwa 100 mEq/1 bis 200 mEq/1 und vorzugsweise bei etwa 
150 mEq/1. Dabei bedeutet Eq/1 (Formel- ) Equivalentgewicht bzw. 
Eq/1 entspricht dem Atomgewicht der Formeleinheit geteilt durch 
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die Wertigkeit. mEq/1 bedeutet Milliaquivalentgewicht pro Liter. 
Enthalt die Umhiillung zweiwertige Kationen, insbesondere Mg +2 , 
Ca +2 , Sr +2 und/oder Mn +2 , alleine oder in Kombination mit den er- 
wahnten einwertigen Kationen, so liegt die Gesamtmenge der anwe- 
senden zweiwertigen Kationen vorzugsweise im Bereich von 1 mEq/1 
bis 20 mEq/1. Ebenso kdnnen die oben angegebenen organischen 
Verbindungen im Gemisch mit den angegebenen anorganischen Salzen 
gelost im reinen Wasser vorliegen, wobei die angegebenen Konzen- 
trationen fiir die anwesenden Zusatze weiterhin gelten und in der 
Regel genugen. 

Methoden zur Messung der wirksamen Oberflache eines metallischen 
Korpers sind an sich bekannt. So sind beispielsweise elektro- 
chemische Messmethoden bekannt, welche ausfuhrlich in P.W. At- 
kins, Physical Chemistry, Oxford University Press, 1994, be- 
schrieben sind. Auch aus Rauhigkeitsmessungen kann die effektive 
Oberflache als Quadrat des hybriden Parameters L r , d.h. dem Qua- 
drat des Profillangenverhaltnis erhalten werden. In der Norm DIN 
4762 ist der Parameters L r definiert als das Verhaltnis der Lange 
des gestreckten zweidimensionalen Profils und der vermessenen 
Distanz. Letztere Messung hat aber zur Voraussetzung, dass die 
vertikale und laterale Aufldsung der Messmethode kleiner ist als 
lpm und sogar nahe bei 0.1pm liegt. 

Die Referenzflache fiir alle diese Messmethoden ist die flache 
polierte MetalloberflSche . Die gemessenen Werte der . aufgerauhten 
Oberflache im Vergleich zu den an der flachen und polierten 
Oberflache, geben an, urn wieviel grosser die aufgerauhte Ober- 
flache ist, verglichen mit der flachen und polierten Oberflache. 
In vitro Untersuchungen mit Knochenzellen und in vivo histo- 
morphometrische Untersuchungen an erfindungsgemassen Implantaten 
weisen darauf hin, dass die osteogenen Eigenschaf ten der erfin- 
dungsgemassen Implantate besonders hoch sind, wenn die aufge- 
rauhte Oberflache vorzugsweise mindestens 1.5 mal und vorzugs- 
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weise mindestens zweimal so gross ist, wie die vergleichbare 
flache und polierte Oberflache. Bevorzugt ist die aufgerauhte 
Implantatoberf ldche mindestens 2 bis 12 mal so gross/ und vor- 
zugsweise etwa 2.5 bis 6 mal so gross, wie die vergleichbare 
flache und polierte Oberflache. 

Industriell hergestellte OberflSchen von Titan und Titanlegie- 
rungen fur die Bearbeitung in Laboratorien und Kliniken weisen 
in der Regel Verunreinigungen auf, welche im wesentlichen aus 
Kohlenstof fverbindungen und Spuren von Stickstoff, Kalzium, 
Schwefel, Phosphor und Silizium bestehen. Diese Verunreinigungen 
konzentrieren sich in der aussersten Metalloxidschicht . Vorzugs- 
weise enthalt die hydroxylierte und hydrophile Implantatoberf la - 
che hochstens 20 Atom-% Kohlenstoff, gemessen mit spektroskopi- 
schen Methoden, wie XPS oder AES Oder andere an sich bekannten 
spektroskopischen Methoden. 

Die folgenden Beispiele erlSutern die Erf indung. 

Beispiel 1 

A) Eine gangige Form eines Zahnimplantats in Form einer Schraube 
von 4 mm Durchmesser und 10 mm Lange wird hergestellt. Die Roh- 
form wird zerspanend durch Drehen und Frasen des zylindrischen 
Rohlings in an sich bekannter Weise erhalten. Die in den Knochen 
einzusetzende Oberflache wird nun gemiass EP 0 388 575 mit einer 
Makrorauhigkeit versehen, indem diese mit einem Korn der mittle- 
ren Korngrosse 0.25-0.50 mm sandgestrahlt wird. Anschliessend 
wird die aufgerauhte Oberflache (Makrorauhigkeit) mit einem was- 
serigen Chlorwasserstof f saure/Schwefelsauregemisch mit einem 
Verh&ltnis von HC1:H 2 S0 4 :H 2 0 von 2:1:1 bei einer Temperatur von 
uber 80°C wahrend etwa funf Minuten behandelt, so dass ein Ver- 
haltnis der aufgerauhten Implantatoberf lache zur vergleichbaren 
polierten Oberflache von 3.6, gemessen mittels Voltametrie im 
wasserigen Elektrolyten mit 0 . 15M NaCl, (entsprechend einem Ver- 
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haltnis von 3.9, gemessen mit Impedanzspektrometrie im 0 . 1 mola- 
ren Na 2 S0 4 -Elektrolyten) , erhalten wird. Das so geformte Implan- 
tat wird mit reinem Wasser gewaschen. 

B) Anschliessend wird das im Abschnitt A) erhaltene Implantat 
in eine Losung bestehend aus reinem Wasser, welches das Osteoge- 
nic Growth Peptide (OGP) der Forme 1 : H-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly- 
Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-OH in einer Konzentration von 
100 Mikromol pro Liter enthalt, unter Stickstoff wahrend 24 
Stunden belassen. Das Implantat wird unter Stickstoff entnommen 
und mit reinem Wasser gewaschen. Dabei wird eine Belegung der 
Metalloberfiache von etwa 10% erhalten. Anschliessend wird das 
Implantat 

a) direkt in einer Glasampulle., welche mit reinem Wasser gefCillt 
ist, verschweisst, nach 4 Wochen gebffnet und implantiert; 

b) direkt in einer Glasampulle verschweisst, welche geftillt war 
mit reinem Wasser, welches mit 0.2 M Natriumbikarbonat auf pH=9 
eingestellt ist, und das Pentapeptid Gly-Arg-Gly-Asp-Ser in ei- 
ner Konzentration von 1 pMol/1 enthalt. Die Glasampulle wird 
nach 4 Wochen geoffnet, kurz in isotoner Kochsalzlosung gewa- 
schen und implantiert; 

c) nach Abschluss der Behandlung gemass Abschnitt A) in atmos- 
ph&rischer Luft getrocknet und implantiert (Vergleichsversuch) . 

Die gemass den Versuchen a) , b) und c) erhaltenen Implantate 
werden im Oberkiefer eines Minischweins implantiert. Die Veran- 
kerung wird jeweils nach 2 Wochen, nach 3 Wochen und nach 4 Wo- 
chen als Losedrehmoment in Ncm (Durchschnittswerte) gemessen. Es 
kann gezeigt werden, dass die Ergebnisse gemass den Versuchen a) 
und b) (erf indungsgemasse Implantate), bzw. die entsprechenden 
Losedrehmomente fur die angegebenen Einheilzeiten, deutlich uber 
denjenigen von Versuch c) liegen, was kurzere Einheilzeiten und 
eine beschleunigte Osteointegration anzeigt . 
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Beispiel 2 

Beispiel 1 wird wiederholt, jedoch mit der Massgabe, dass das in 
Abschnitt B) verwendete Osteogenic Growth Peptide (OGP) ersetzt 
wird durch Osteocalcin (7-19) (human) der Formel: H-Gly-Ala-Pro- 
Val-Pro-Tyr-Pro-Asp-Pro-Leu-Glu-Pro-Arg-OH . Man erhalt analogs 
Resultate zu denjenigen gemdss Beispiel 1, Abschnitt B. 



Beispiel 3 

Beispiel 1 wird wiederholt, jedoch mit der Massgabe, dass an- 
schliessend an die Saurebehandlung gemass Beispiel 1, Abschnitt 
A) in reines Wasser eingebracht wird, welches 0.15Mol/l NaCl und 
gegebenenfalls 0.005 Mol/1 CaCl 2 enthait. Diesem Elektrolyten 
wird das Osteogenic Growth Peptide (OGP) oder Osteocalcin (7-19) 
(human) der Formel: H-Gly-Ala-Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-Asp-Pro-Leu- 
Glu-Pro-Arg-OH in einer Konzentration von 100 Mikromol/1 zuge- 
setzt . Das Ganze wird in einer Glasampulle unter Stickstoff ver- 
schweisst. Die Glasampulle wird nach 4 Wochen geoffnet, das er- 
hal-tene Implantat wird entnommen und ohne weitere Behandlung, 
d.h. ohne Trocknen oder Waschen, in den Oberkiefer eines Mini- 
schweins implantiert. Die Verankerung wird jeweils nach 2 Wo- 
chen, nach 3 Wochen und nach 4 Wochen als Ldsedrehmoment in Ncm 
(Durchschnittswerte) gemessen. Man erhalt analoge Resultate zu 
den Resultaten gemass Beispiel 1. 
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Patentanspriiche 

1. Osteogenes Implantat aus einem bio-kompatibelen Werkstoff, 
dadurch gekennzeichnet , dass die Oberfl&che mit einem Poly- 
peptid, ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth 
Factors (TGF) und Systemic Hormons oder einem Gemisch solcher 
Verbindungen, zumindest teilweise belegt ist . 

2 . Osteogenes Implantat nach Anspruch 1 mit verbesserten 
Osteointegrationseigenschaf ten, wobei dieses Implantat aus 
Titanmetall oder einer Titanbasislegierung besteht und zumin- 
dest teilweise eine aufgerauhte OberflSche aufweist, wobei 
diese OberflSche im hydroxyl ierten Zustand mit einem Polypep- 
tid, ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth Fac- 
tors (TGF) und Systemic Hoirmons oder einem Gemisch solcher 
Verbindungen, zumindest teilweise belegt ist. 

3. Osteogenes Implantat nach Anspruch 1, wobei dieses Implantat 
einen keramischen Werkstoff, insbesondere eine Oxidkeramik 
beinhaltet . 

4. Implantat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass dieses aus einer Titan/Zirkonlegierung, besteht, welche 
gegebenenfalls zusStzlich Niob, Tantal oder andere gewebe- 
vertragliche metallische Zusatze enthalt. 

5. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass dieses eine Makrorauhigkeit sowie eine der 
Makrorauhigkeit iiberlagerte Mikrorauhigkeit aufweist, wobei 
die Mikrorauhigkeit durch chemische Atzung der Oberflache 
und/oder mittels elektrolytischer Behandlung hergestellt 
wurde, vorzugsweise durch Atzen mit einer anorganischen Sau- 
re oder einem Gemisch anorganischer Sauren, vorzugsweise mit 
Fluorwasserstof fsaure, Chlorwasserstof f saure, Schwefelsaure , 
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Salpetersaure Oder einem Gemisch solcher Shuren Oder durch 
Behandlung der Oberfl&che rait Chlorwasserstoff saure, Wasser- 
stoffperoxid und Wasser im Gewichtsverhaltnis von etwa 
1:1:5. 

6. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Transforming Growth Factor (TGF) aus der 
Gruppe der (i) Transforming Growth Factors beta (TGF-ii) 
und/oder aus der Gruppe der (ii) Bone Morphogenic Proteine 
(BMP) ausgewahlt ist. 

7. Implantat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Transforming Growth Factor beta (TGF-I5) ausgewahlt ist aus 
der Gruppe umfassend die Faktoren TGF-fil, TGF-1S2, TGF-A3, 
TGF-B4 , und TGF-B5. 

8. Implantat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Bone Morphogenic Protein (BMP) ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend die Proteine BMP-2 (BMP-2a) , BMP-3, BMP-4 (BMP- 
2b), BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 (OP-2), BMP-9, BMP- 
10, BMP-11, BMP-12 und BMP-13. 

9. Implantat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Bone Morphogenic Proteine (BMP) ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe umfassend Osteonectin, Bone Sialoprotein (BSP) , Osteopon- 
tin, Osteocalcin, Osteostatin, Osteogenie und Osteo Growth 
Peptide (OGP) . 

10. Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Osteocalcine der Forme 1 : H-Gly-Ala-Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-Asp- 
Pro-Leu-Glu-Pro-Arg-OH, entspricht . 
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11. Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dass das 
Osteocalcine der Formel: H-Gly-Phe-Gln-Glu-Ala-Tyr-Arg-Arg- 
Phe-Tyr-Gly-Pro-Val-OH, entspricht . 

12. Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Osteocalcin der Formel: H-Tyr-Gln-Glu-Ala-Phe-Arg-Arg-Phe- 
Gly-Pro-Val-OH, entspricht. 

13. Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Osteocalcin der Formel: H-Tyr-Leu-Tyr-Gln~Trp-Leu-Gly-Ala- 
Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-Asp-Pro-Leu-Gla-Pro-Arg-Arg-Gla-Val-Cys- 
Gla-Leu-Asn-Pro-Asp-Cys-Asp-Glu-Leu-Ala-Asp-His-Ile-Gly-Phe- 
Gln-Gln-Ala-Tyr-Arg-Arg-Phe-Tyr-Gly-Pro-Val-OH, entspricht . 

14. Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Osteogenic Growth Peptide (OGP) der Formel: H-Ala-Leu-Lys- 
Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-OH, entspricht . 

15. Implantat nach einem der Ansprtiche 1 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Polypeptid, welches einen Transforming 
Growth Factor (TGF) oder ein Systemic Hormone darstellt, 
mindestens einen Rest einer Aminosaure mit einem heterocy- 
clischen Ring enthalt, vorzugsweise den Rest von Prolin 
(Pro) , Hydroxyprolin (Hypro) , Tryptophan (Try) oder Histidin 
(His) . 

16. Implantat nach einem der Ansprtiche 1-5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Systemic Hormone die Verbindung 1,25- 
(OH) 2 D 3 Oder la, 1, 25 (OH) 2 D 3 oder 24 , 25- (OH) 2 D 3 darstellt. 

17. Implantat nach einem der Ansprtiche 1-16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Metalloberflache mit der Verbindung zu 
5%-70%, vorzugsweise zu 8%-50% und insbesondere etwa 8%-20%, 
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belegt ist, bezogen auf die maiximale Belegung der Metall- 
oberfiache mit einer monomolekularen Schicht. 

18. Implantat nach einem der Anspriiche 1-17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass dieses Implantat, mindestens jedoch dessen 
belegte Oberflache, in einer gas- und f liissigkeitsdichten 
Umhtillung verschlossen ist, welche mit einem gegeniiber der 
Implantatoberflache inerten Gas, vorzugsweise mit Stick- 
stoff, Sauerstoff oder einem Edelgas und/oder zumindest 
teilweise mit reinem Wasser, welches gegebenenfalls Zusatz- 
stoffe enthalt, befiillt ist. 

19. Implantat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
reine Wasser in der Umhailung ein Polypeptid, welches einen 
Transforming Growth Factor (TGF) oder ein Systemic Hormone 
darstellt, oder ein Gemisch solcher Verbindungen, enthalt, 
vorzugsweise dieselbe Verbindung oder dasselbe Verbindungs- 
gemisch, womit die Implantatoberflache belegt ist. 

20. Implantat nach Anspruch 19, .dadurch gekennzeichnet, dass das 
reine Wasser das Polypeptid oder das Polypeptidgemisch, in 
einer Konzentration im Bereich von 0.01 pMol/1 bis 100 
pMol/1, vorzugsweise 0.1 pMol/1 bis 10 pMol/1 und vorzugs- 
weise in einer Konzentration von etwa 1 pMol/1, enthalt. 

21. Implantat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
reine Wasser anorganische Salze in Form von einwertigen Al- 
kalikationen, vorzugsweise Na + oder K + , oder ein Gemisch von 
Na + und K + , mit entsprechenden Anionen und/oder zweiwertige 
Kationen in Form von wasserloslichen anorganischen Salzen, 
vorzugsweise Mg +2 , Ca +2 , Sr +2 und/oder Mn +2 in Form der Chlo- 
ride, Chlorate, Nitrate, Phosphate und/oder Phosphonate, 
enthalt . 
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22. Implantat nach Anspruch 18 Oder 21, dadurch gekennzeichnet , 
dass das reine Wasser anorganische Salze in einer Gesamtmen- 
ge der genannten Kationen bzw. Anionen jeweils im Bereich 
von 50 mEq/1 bis 250 mEq/1, vorzugsweise 100 mEq/1 bis 200 
mEq/1 und vorzugsweise in einer Menge von etwa 150 mEq/1 
enthalt . 

23 . Verfahren zur Herstellung eines Implantats nach einem der 
Anspruche 1-17, indem man die Implantatoberf lache kugel- 
strahlt, sandstrahlt und/oder unter Verwendung von Plasma - 
technik aufrauht, dadurch gekennzeichnet, dass man anschlie- 
ssend 

(i) die mechanisch Oder plasmatechnisch aufgerauhte 
Oberf lache mit einem elektrolytischen oder chemi- 
schen Atzverfahren behandelt bis eine hydroxylierte 
Oberflache entstanden ist, vorzugsweise mit einer 
anorganischen Saure oder einem Gemisch anorganischer 
sauren, vorzugsweise mit Fluorwasserstoffsaure, 
Chlorwasserstoffsaure, Schwefelsaure, Salpetersaure , 
oder einem Gemisch solcher Sauren, oder Chlorwasser- 
stoff, Wasserstoffperoxid und Wasser im Gewichtsver- 
haitnis von etwa 1:1:5; und 

(ii) die Oberfiache mit einem Polypeptid, welches ein 
Osteogenic Growth Peptide (OGP) oder einen Transfor- 
ming Growth Factor (TGF) oder ein Osteocalcin dar- 
stellt, oder mit einem Gemisch solcher Verbindungen, 
mindestens teilweise belegt. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass man 
die Verbindung in wdsseriger Losung in einer Konzentration 
von mindestens 10 pMol/l (Mikromol pro Liter) mit der 
hdroxylierten Metalloberfiache in Kontakt zu bringt . 



25. Die 



lach Anspruch 23 oder 24 hergestellten Implantate . 
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26. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich um ein Zahnimplantat handelt. 

27. Verfahren zum Einbringen eines osteogenen Implantats von we- 
nigstens teilweise zylindrischer Form in eine Kavit&t eines 
Kieferknochens, dadurch gekennzeichnet , dass die Kno- 
chenoberflache im Bereich der Kavitat mit einem Polypeptid, 
ausgewahlt aus der Gruppe der Transforming Growth Factors 
(TGF) und Systemic Hormons oder einem Gemisch solcher Ver- 
bindungen, zumindest teilweise in Kontakt gebracht wird. 
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The invention relates to an osteogenic implant with improved osteointegration properties. Said 
implant consists of titanium or a titanium base alloy and has an at least partially roughed-up 
surface. Said surface, in the hydroxylated state, is at least partially coated with a polypeptide, 
namely a transforming growth factor (TGF) or a systemic hormone, or with a mixture of such 
compounds. 
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